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(57) Abstract 



The invention concerns a T lymphocyte exchange method comprising for example the use of a T lymphocyte population for 
preparing a composition to be administered to a subject who has suffered a depletion of his T lymphocytes. The invention also concerns 
compositions and means for implementing said method. The invention is useful for treating numerous pathologies, in particular for 
controlling immunopathologies. 



(57) Abrege' 

La presente invention conceme une procedure d'echange de lymphocytes T. Cette procedure comprend par exemple 1' utilisation d'une 
population de lymphocytes T, pour la preparation d'une composition destinee a etre administree a un sujet ayant subi une depletion de ses 
lymphocytes T. L'invention conceme 6galement des compositions et moyens pour la mise en oeuvre de cette procedure. L'invention peut 
etre utilisee pour le traitement de nombreuses pathologies, notamment pour le contrdle des immunopathologies. 
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ECHANGE DE LYMPHOCYTES T 

La presente invention conceme les domaines de Pimmunologie et de 
la m6decine. Elle concerne plus particulierement une nouvelle approche 
immunologique permettant le traitement de nombreuses pathologies. 
5 ^invention repose plus particulierement sur une procedure "d'echange de 
lymphocytes T" a des fins therapeutiques, apres depletion des lymphocytes 
T de Phote. L'invention peut Stre appliquee au traitement de pathologies 
nombreuses, dans lesquelles les lymphocytes T sont impliques, telles que 
les maladies autoimmunes, les greffes, les maladies virales, I'allergie, etc. 

10 Les lymphocytes T sont des cellules essentielles pour developper les 

reponses immunitaires efficaces qui permettent de proteger Porganisme 
notamment contre les agents infectieux ou les cellules tumorales. 
Cependant, si la reponse des lymphocytes T est le plus souvent b6n6fique, 
dans certaines situations elle peut au contraire etre source de pathologies 

15 (maladies autoimmunes, rejets de greffes, etc.). Dans ces situations il est 
done particulierement important de pouvoir contrdler la r6ponse des 
lymphocytes T afin de traiter Pimmunopathologie. 

II existe plusieurs therapeutiques actuellement utilisees dans le but de 
controler les reponses immunitaires T lorsque cela est necessaire. Le 

20 traitement des suites d'une greffe d'organe offre un bon exemple de 
Putilisation de ces differents traitements. Les greffes d'organes sont toujours 
suivies de traitements par des immunosuppresseurs dits conventionnels 
comme par exemple PEndoxan, les corticosterofdes, la cyclosporine ou le 
FK506, destines a proteger le greffon de la reponse immune de Phote qui 

25 conduit au rejet. Si ces traitements s*av6rent relativement efficaces, comme 
en temoignent les progres r6alis§s dans les greffes d'organes, ils n'arrivent 
pas toujours a empecher le rejet des greffes. D'autre part ces traitements ont 
deux autres inconvenients : (i) ils ne font que "geler" la reponse immune et 
doivent done etre poursuivis de fagon permanente (ParrSt complet des 

30 traitements immunosuppresseurs aboutit en general au rejet de Porgane 
meme apres plusieurs ann6es) et (ii) ils sont totalement non specifiques et 
done a ce titre, inhibent aussi les reponses immunitaires favorables pendant 
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toute la duree de ce traitement. II en resulte une sensibility accrue aux 
infections et a certains cancers. Cette situation compromet le pronostic vital 
des patients. 

Lorsque des rejets non contr6l6s par ces traitements 

5 immunosuppresseurs surviennent, il existe des options therapeutiques en 
dehors d'une simple augmentation des doses des medicaments utilises. 
C'est, par exemple, I'utilisation d'anticorps detruisant les lymphocytes T : 
serums polyclonaux ou anticorps monoclonaux reconnaissant des molecules 
de surface exprimees a la surface des lymphocytes T (anti-CD3, anti-CD4). 

10 Ces traitements agissent en detruisant tous les lymphocytes T, que ce soit 
ceux responsables du rejet de greffe comme ('ensemble des autres 
lymphocytes T, et pr6sentent done egalement un d6faut de specificite, 
induisant un etat d'immunodepression important chez les sujets. 

Pour certaines pathologies de type auto-immun, la greffe de moelle 

is osseuse ("GMO") autologue est apparue comme nouvelle approche 
therapeutique. L'int6ret de ces traitements est de faire preceder la greffe de 
moelle osseuse d'un conditionnement aboutissant a une destruction de son 
systeme immunitaire, puis a greffer le malade, avec ses propres cellules 
h6matopoT6tiques, dans le but d'une reconstitution par des lymphocytes T 

20 naifs. Cependant, comme ces lymphocytes sont autologues, ils pourront & 
nouveau etre impliques dans les processus immunopathologiques qui ont 
conduit a realiser ce traitement. De plus, la reconstitution des lymphocytes T 
a partir des cellules de la moelle semble etre, chez I'adulte, un processus 
tres peu efficace. 

25 La GMO allogenique est maintenant proposee pour certaines de ces 

pathologies comme les pathologies auto-immunes s6veres, dans Poptique de 
reconstituer le patient avec des lymphocytes differents qui ne devraient pas 
participer aux reactions immunopathologiques. Cependant, la greffe de 
moelle osseuse allogenique est entachee d'une morbidite importante, due a 

30 la GVH, ce qui limite son utilisation. En effet, les lymphocytes T, presents 
dans le greffon hematopoT6tique et reinjectes chez un patient 
immunodeprime du fait du conditionnement necessaire S la greffe vont etre 
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responsables d'une attaque dirig6e contre les cellules de I'hote appele aussi 
reaction du greffon contre I'hote (GVH). Cette reaction est parfois difficile a 
contrdler par les traitements immunosuppresseurs classiques et est meme 
parfois mortelle. 

5 II n'est pas aujourd'hui legitime de proposer a un patient presentant 

des troubles articulaires chroniques, mais qui peuvent 6voluer sur plusieurs 
annees voire plusieurs dizaines d'ann6es, un traitement ayant une mortality 
sup6rieure a 10 %. 

Le controle des reponses immunitaires pathologiques repose done 

10 aujourd'hui essentiellement sur des traitements immunosuppresseurs non 
sp6cifiques qui ne font que "geler" transitoirement ces reponses. Malgr6 tout 
I'interet de ces traitements, qui ont largement prouve leur efficacite en 
clinique, it est important de d6velopper aujourd'hui d'autres modalites 
therapeutiques dont Tobjectif serait d'obtenir une immunosuppression plus 

is sp6cifique et eventuellement permanente. 

La pr6sente invention repr6sente une nouvelle approche 
therapeutique pour la regulation de la reponse immune. La pr6sente 
invention concerne plus particulierement un nouveau concept de modulation 
de la reponse immune des lymphocytes T, notamment de la reponse 

20 lymphocytaire T immunopathologique. L'invention pr6sente de nombreux 
avantages par rapport aux approches decrites dans Tart anterieur, 
notamment en terme de sp6cificit6, de stability (dur6e) et de confort pour les 
sujets. 

Un premier aspect de invention concerne plus particulierement une 
25 methode de modification du systeme immunitaire d'un sujet comprenant le 
remplacement des lymphocytes T de ce sujet. Plus particulierement, cette 
m6thode comprend la depletion des lymphocytes T (ou de sous-populations 
de lymphocytes T) du sujet (sans depletion des autres cellules 
h6matopoT6tiques, dont les cellules souches), suivie de ['administration d'une 
30 composition comprenant des lymphocytes T modifies (ou des sous- 
populations de lymphocytes T), autologues, syngeniques ou allogeniques. 
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Cette methode est plus particulierement destinee a controler les reponses 
immunopathologiques m6diees par les lymphocytes T. 

Un autre aspect particulier de I'invention concerne egalement une 
methode de regulation des reponses immunopathologiques induites par les 
lymphocytes T, comprenant le remplacement de tout ou partie des 
lymphocytes T d'un sujet par une population de lymphocytes T modifies. 

L'invention est egalement relative a une methode de traitement de 
pathologies provoquees par des lymphocytes T, comprenant le 
remplacement de tout ou partie des lymphocytes T d'un sujet par une 
composition comprenant des lymphocytes T modifies. 

L'invention concerne aussi I'utilisation d'une population de 
lymphocytes T pour la preparation d'une composition destinee a etre 
administree a un sujet ayant subi une depletion de tout ou partie de ses 
lymphocytes T. 

L'invention concerne aussi la preparation d'une composition de 
lymphocytes T dont le repertoire a ete modifie (enrichi en ou au contraire 
deplete de certaines sp6cificites antig6niques). 

La presente invention concerne done une nouvelle approche 
medicate, fondee sur le remplacement des lymphocytes T d'un sujet, et 
souvent designee dans ce qui suit par I'expression "echange de lymphocytes 
T". 

La presente invention repose en partie sur un nouveau concept de 
I'homeostasie des lymphocytes T. En particulier, l'invention repose sur la 
notion selon laquelle, chez I'adulte I'homeostasie des lymphocytes T se 
constitue essentiellement a partir de mouvements de populations de 
lymphocytes T matures, et non pas, comme on le pensait jusqu'a present, a 
partir de la differentiation de cellules souches hematopoietiques se 
differencial en lymphocytes T via le thymus. 

L'ensemble des donnees (i) sur la reconstitution de I'immunopoiese T 
apres greffe de moelle osseuse realisee a partir de cellules souches 
hematopoietiques immatures purifiees (depletees en lymphocytes et/ou 
purifiees sur CD34), (ii) sur I'immunopoiese apres greffe de moelle osseuse 
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en fonction de Page, et enfin (iii) stir Phomeostasie des lymphocytes T au 
cours de Pinfection par le VIH, supportent ce nouveau concept. 

Ces donn6es sont egalement coh6rentes avec Pensemble des 
donnees actuelles concernant Phomeostasie des lymphocytes T chez la 
5 souris. En particulier, il a 6t6 d6crit qu'une souris thymectomisee plus de trois 
jours apres la naissance vit de fagon normale avec un nombre de 
lymphocytes T normal. En revanche, une souris thymectomisee avant J3 ne 
developpe pas de lymphocytes T, mais si on lui reinjecte des lymphocytes T 
matures, ceux-ci se d6veloppent et la souris vit normalement avec un 

10 nombre normal de lymphocytes T. 

Le principe de P invention est done particulierement original car il 
propose que le remplacement des lymphocytes T d'un patient ne passe pas 
forcement par une greffe de moelle ou de cellules souches hematopo'fetiques 
(pr6c6dee d'une aplasie m6dullaire (conditionnement)) mais peut etre realise 

15 par une m6thode moins invasive, objet de cette invention, qui est « Pechange 
de lymphocytes T ». 

L'invention offre done un premier avantage par rapport aux techniques 
anterieures, qui reside dans la reconstitution rapide de Pimmunite. Ainsi, 
selon la pr6sente invention, les lymphocytes T injectes a un patient 

20 permettent une expansion beaucoup plus rapide que la reconstitution a partir 
des lymphocytes T issus de la differentiation de cellules hematopoT6tiques, 
ce qui aboutit a obtenir le remplacement complet (ou presque) des 
lymphocytes T du patient par un pool de lymphocytes T issus de ceux 
injectes. 

25 L'invention prSsente un autre avantage important comparativement 

aux techniques anterieures, qui reside dans son caractere de sp6cificite. 
Ainsi, contrairement aux techniques classiques utilisant des 
immunosuppresseurs ou aux GMO, qui sont precedees d'aplasies 
m6dullaires completes, la presente invention : 

30 - pr6sente une sp6cificit6 vis-a-vis de lymphocytes T 

immunopathologiques, et 
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- ne modifie qu'une portion seulement du systeme immunitaire d'un 

sujet 

Enfin, I'invention repose aussi sur la destruction de clones de 
lymphocytes T immunopathologiques, et possede done egalement un 
5 caractere de stabilite dans la mesure ou les clones sont supprimes de 
maniere definitive. 

La presente invention offre done de nombreux avantages par rapport 
aux methodes anterieures, et presente des applications multiples. 

Les resultats decrits ci-avant indiquant I'existence d'un compartiment 
10 autonome et homeostatique contenant les lymphocytes T sont la base d'un 
principe general de traitement par des lymphocytes T matures, ledit 
traitement comprenant au moins 3 operations, qui peuvent si besoin est etre 
separees dans le temps : 

1) - un prelevement de lymphocytes T autologues, syngeniques ou 
15 allogeniques, le donneur ayant des lymphocytes T presentant des 

caracteristiques d'immunite, d'antigenicite, d'age ou autre que I'on souhaite 
conferer au receveur, 

- le cas echeant la transformation genetique des lymphocytes preleves 
pour leur conferer une propriete particuliere, 

20 " le cas echeant la modification (enrich issement, depletion, 

appauvrissement...) de cette population de lymphocytes en une sous-classe 
antigenique particuliere, par depletion, enrichissement ou appauvrissement 
in vitro ou ex vivo par exemple par immuno-affinite, 

2) - la destruction de tout ou partie des lymphocytes T du patient 
25 receveur, 

3) - I'injection desdits lymphocytes enrichis, depletes, transformes ou 
non, chez le receveur apres destruction de tout ou partie de ses propres 
lymphocytes. 

La population des lymphocytes du donneur le cas echeant 
30 transformee genetiquement ou enrichie par depletion d'une ou des sous- 
classes non recherchees peut etre administree au receveur 
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extemporairement, ou congel6s, par exemple par la technique decrite dans la 
demande de brevet n° PCT/FR 97/00385. 

La congelation permet d'envisager un traitement a long terme avec un 
produit qui reste parfaitement homogene au cours du temps. 
5 De la meme fagon, la destruction de tout ou partie des lymphocytes T 

du patient n'est pas necessairement requise dans toutes les applications du 
procede. 

Les applications de ce type de traitement sont nombreuses et 
recouvrent toutes les pathologies ou alterations physiologiques impliquant le 

10 systeme immunitaire. En particulier, on peut appliquer ce type de traitement 
aux maladies auto-immunes, aux allergies, au vieillissement des fonctions 
immunitaires comme les anergies, etc. 

Cette invention presente au moins deux specifiers : 

- le remplacement total ou partiel des cellules T d'un patient, 

is - la destruction totale ou partielle de clones pathologiques que ceux ci 

soient responsables de la GVH et/ou d'une pathologie pre existante comme 
I'auto immunite et/ou plus gen6ralement presentent une mauvaise regulation 
de la reponse immunitaire. Cette destruction est realisee par un systeme qui 
detruit specifiquement les clones actives des cellules reinjectees au moment 

20 choisi. Cette destruction peut etre realisee par tout moyen choisi par Phomme 
du metier, comme detaille ci-apres. 

Plus specifiquement, un premier objet de I'invention concerne 
1'utilisation d'une population de lymphocytes T, pour la preparation d'une 
composition destin6e a etre administr£e ^ un sujet ayant subi une depletion 

25 de ses lymphocytes T. 

La presente invention repose done, d'une part sur la depletion des 
lymphocytes T du receveur, d'autre part sur Tadministration d'une 
composition de lymphocytes T. Un schema general de cet "echange de 
lymphocytes T" est represente sur la Figure 1. 

30 Comme il ressort de cette figure, la population de lymphocytes T 

utilisee peut comprendre des lymphocytes T autologues, syngeniques, ou 
allog6niques vis-a-vis du sujet. 
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Le terme "autologue" ctesigne une population de cellules provenant du 
sujet auquel elles sont administrees. Dans ce mode de mise en oeuvre, les 
cellules T sont done prelevees du sujet avant la realisation de la d6pl6tion. 
Le terme "syngenique" d6signe une population de cellules provenant 
5 d'un jumeau identique au sujet auquel elles sont administr6es. 

Le terme w allog6nique" d6signe une population de cellules provenant 
d'un autre sujet de la meme espece (apparent^ ou non), e'est-a-dire d'un 
autre etre humain dans le cas du traitement d'un patient humain. 

La population de lymphocytes T peut etre obtenue et prepar6e par 

10 toute technique connue de I'homme du metier. Ainsi, les lymphocytes 
peuvent §tre soit isoles du sang, des organes lymphoTdes ou autre chez un 
sujet par les techniques classiques (cytaph6rese, gradients de density Tri 
cellulaire, etc.) soit obtenus a partir de banques stockees. Pour un 
preievement chez un sujet, les lymphocytes sont preferentiellement obtenus 

15 a partir des cellules mononuclees du sang p6riph6rique (PBMC) ou du sang 
du cordon ombilical. Le sang de cordon ombilical est une source 
interessante. En effet, les lymphocytes T du cordon ombilical pr6sentent 
Tavantage de comprendre un repertoire tres diversifie, et de pouvoir 
supporter de tres nombreuses divisions. 

20 S'agissant d'une population de lymphocytes T autologues, ils peuvent 

done, dans un mode de mise en oeuvre particulier de invention, etre 
preleves du sujet lui-meme (ou de son jumeau vrai s'il existe) par 
cytapherese a partir des PBMC ou du sang ombilical. 

S l agissant d'une population de lymphocytes T allogSniques, ils 

25 peuvent, dans un mode de mise en oeuvre particulier de Tinvention, etre 
prelev6s a partir de tout donneur allog6nique, choisi de preference pour 
presenter des compatibility HLA avec le receveur, de sorte qu'il puisse y 
avoir cooperation entre les cellules presentatrices d'antig^nes du receveur et 
les lymphocytes T du donneur. Dans certaines situations particulieres, les 

30 lymphocytes T pourront §tre pr6lev6s a partir d'un donneur choisi pour une 
caracteristique particuliere (par exemple sa capacite prouv6e de r6pondre a 
un agent infectieux). 
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Pour la mise en oeuvre de rechange de lymphocytes T selon 
Tinvention, il est preferable que la population de lymphocytes T utilisee 
comprennent des lymphocytes T representant un repertoire diversifie. Ceci 
permet en effet de favoriser une reconstitution rapide de fimmunite du sujet, 
5 et ainsi d'6viter la persistance d'une immunodepression importante chez le 
sujet. A cet egard, on estime que le sang p6ripherique renferme environ 2 % 
de la totality des lymphocytes T matures d'un sujet. Par ailleurs, on 
considere que pour un antigene sp6cifique donn6, la frequence des clones 
des lymphocytes T specifiques est d'environ une cellule sur 10 5 . Ainsi, a 

10 partir d'environ 10 8 lymphocytes T du sang peripherique, on a une population 
de lymphocytes T pour laquelle chaque specificity antigenique est 
representee par environ 1000 cellules. Une population de cette taille permet 
done une representation tout & fait satisfaisante du repertoire des 
lymphocytes T. Preferentiellement, lors du prelevement, il est souhaitable 

15 d'obtenir une quantity de lymphocytes T de Tordre de 10 6 a 10 9 , 
preferentiellement 10 7 a 10 8 cellules environ, de manure a couvrir un 
repertoire immunologique suffisant. Ensuite, ces cellules peuvent etre, si 
besoin est, cultivees et d6velopp6es in vitro (ex vivo). Preferentiellement, la 
population de lymphocytes T utilisees pour ('administration comprend environ 

20 10 7 a 10 12 cellules T, encore plus preferentiellement entre 10 8 et 10 11 , 
avantageusement entre 10 9 et 10 10 cellules T. II est entendu que ces 
quantites peuvent etre adaptees par Thomme du metier. 

Par ailleurs, la population de lymphocytes T (Ly-T) utilis6e peut 
comprendre certaines cellules de nature differente (non Ly-T). Ainsi, 

25 avantageusement, la population de lymphocytes T comprend au moins 60% 
de Ly-T, de preference au moins 80%, encore plus preferentiellement au 
moins 95% de Ly-T. Les autres types cellulaires presents peuvent etre par 
exemple des lymphocytes B, ou d'autres cellules sanguines, generalement 
hematopoietiques. La qualite de la population de lymphocytes T peut etre 

30 determinee par toute technique connue de Phomme du metier, et notamment 
par marquage avec differents anticorps specifiques, et analyse par 
cytometrie du flux. Par ailleurs, la qualite des lymphocytes peut 6galement 
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etre verifiee par analyse de leur repertoire par cytometrie de flux ou par la 
technique de Pimmunoscope. 

Dans le cadre de la presente invention, la population de lymphocytes 
utilisee est generalement une population modifiee pour ameliorer les 
proprietes immunitaires du sujet. La ou les modifications apportees aux 
cellules T peuvent dtre de natures diverses. 

Ainsi, il peut s'agir de modification(s) d'ordre genetique ou 
immunologique par exemple. 

Dans une premiere variante particuliere de I'invention, la population de 
lymphocytes T utilisee comprend des lymphocytes T modifies 
genetiquement. 

Le terme "modifie genetiquement" indique que les lymphocytes 
comprennent un acide nucleique non naturellement present dans des 
lymphocytes a I'etat non modifie, ou un acide nucleique present a un etat 
non-naturel dans les lymphocytes (une sequence artificiellement amplifiee 
par exemple). Dans ce qui suit, cet acide nucleique sera designe acide 
nucleique heterologue. 

Plus preferentiellement, les lymphocytes genetiquement modifies 
utilises dans le cadre de la presente invention comprennent un acide 
nucleique heterologue comprenant un gene suicide. On entend plus 
particulierement au sens de I'invention par le terme "gene suicide" tout acide 
nucleique codant pour un produit toxique, c'est-a-dire pour un produit (ARN, 
proteine, etc.) susceptible d'induire la destruction de la cellule qui le contient, 
par tout mecanisme. Preferentiellement, il s'agit d'un acide nucleique codant 
pour un produit (par exemple une proteine) ayant une toxicity conditionnelle, 
c'est-a-dire capable de transformer une drogue normalement inactive en un 
metabolite hautement toxique pour la cellule. Dans ce type de toxicite, bien 
que toutes les cellules modifiees genetiquement expriment le gene suicide, la 
toxicite cellulaire est controlee strictement par I'administration de la drogue. 

Dans un mode de mise en cauvre particulierement prefere, I'acide 
nucleique utilise (i.e., le gene suicide) est un acide nucleique dont Taction 
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toxique atteint specifiquement les cellules en division. Des exemples de ce 
type d'acides nucleiques sont notamment la thymidine kinase (TK). 

Le gene suicide le plus utilise, et qui semble avoir les proprietes 
biologiques les plus interessantes pour le controle des reponses immunes 
5 cellulaires, code pour la thymidine kinase du virus Herpes simplex de type 1 
(HSV1-TK). Cette enzyme, contrairement aux thymidines kinases cellulaires, 
est capable de phosphoryler differents analogues nucleosidiques tels que 
I'aciclovir (ACV) ou le ganciclovir (GCV) en derives monophosphates qui 
seront ensuite transformes en composes di~ et triphosphates par les 

10 enzymes cellulaires. Ces composes triphosphates peuvent etre ensuite 
incorpores par les polymerases cellulaires dans I'ADN en cours d'elongation. 
Cette incorporation induit une terminaison de Elongation et d6clenche 
I'apoptose de ces cellules [11-18]. Ainsi, les doses toxiques de GCV 
necessaires pour d6truire les cellules exprimant HSV1-TK sont au moins 100 

15 fois inferieures a celles n6cessaires pour detruire les cellules parentales 
(environ 10 fois pour I'ACV). Le GCV etant beaucoup plus efficace que I'ACV 
dans ce systeme, c'est la drogue la plus utilis6e, bien qu'elle necessite une 
administration par perfusion biquotidienne. ^induction de la mort cellulaire 
par blocage d'elongation de TADN implique que seules les cellules en 

20 division sont affectees par le GCV, ce qui a 6te confirme exp6rimentalement. 
Ainsi, le gene HSV-1 TK a 6t6 utilise pour la therapie genique du cancer 
[5,6], et plus recemment pour la destruction des ly-T a Torigine de r6ponses 
immunes pathologiques [1,2,7-9]. 

Ce systeme poss^de done trois propri6t6s particulierement 

25 interessantes pour la pr6sente invention : (i) une toxicity conditionnelle 
dependant de Tadministration d ? une drogue (un analogue de nucleoside) qui 
permettra de controler la periode de destruction des ly-T ; (ii) une toxicite 
restreinte aux cellules en division, propriete des ly-T actives ; et (iii) une 
grande souplesse d'utilisation permettant different sch6mas d'administration 

30 de la drogue. 

Le prototype du gene suicide est le gene HSV1-TK fonctionnant avec 
le ganciclovir. 
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D'autres thymidines kinases peuvent egalement etre utilisees, comme 
la thymidine kinase derivee des virus herpes Equin de type IV. Ce peut etre 
egalement des genes TK tronques comme le gene delta TK ou une enzyme 
d'origine humaine ayant ete mutee de sorte a acquerir les proprietes de ces 
enzymes virales. 

A cet egard, plusieurs equipes ont debute des essais therapeutiques 
fondes sur le transfert d'un gene HSV1-TK dans les Ly-T matures qui sont 
ensuite reinjectes au cours de traitement de leucemie par GMO allogenique 
[27,28]. Les premiers resultats connus de ces etudes indiquent qu'il est 
possible in vivo de contr6ler la reactivite de ces ly-T par un traitement par le 
gancyclovir (GCV) [7]. Les experiences realisees sur I'animal et sur I'homme 
montrent done qu'il est possible de contrdler la GVH apres greffe de moelle 
osseuse allogenique si les ly-T injectes sont porteurs du gene HSV1-TK. 
Cependant, le mode operatoire propose reste extremement lourd car il 
comprend le remplacement de I'ensemble des lignees hematopoietiques du 
receveur. 

L'utilisation d'un acide nucleique codant pour une toxine conditionnelle 
constitue un mode de realisation particulierement prefere de I'invention. En 
effet, la presence de ce type de construction dans les lymphocytes utilises 
pour Tadministration permet de controler de maniere specifique les reponses 
T immunopathologiques. Ainsi, dans le cas de lymphocytes T autologues, la 
presence du gene suicide est utilisee pour detruire les lymphocytes T 
engages dans les reponses immunes pathologiques et ainsi supprimer, de 
maniere durable, les clones de lymphocytes responsables de ces 
pathologies. Dans le cas de lymphocytes T allogeniques utilises dans le 
cadre d'une greffe de moelle osseuse, la presence du gene suicide est 
utilisee pour detruire les lymphocytes T engages dans une reaction du 
greffon contre I'h6te, et ainsi eviter le developpement de ce type de 
pathologies. 

Ainsi, dans un exemple duplication de la presente invention, un 
patient atteint d'une pathologie mediee par une reponse T 
immunopathologique est soumis a une depletion efficace en lymphocytes T 
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(comme d6crit plus loin), puis est reconstitue avec des lymphocytes T. Ces 
lymphocytes T peuvent etre soit les lymphocytes T du patient lui-mSme 
(autologues) apres qu'ils aient ete transduits par un gene suicide (c'est-a-dire 
modifies g6netiquement), soit des lymphocytes T allogeniques, egalement 
5 modifies. Les lymphocytes T matures ainsi injectes chez le sujet deplete de 
ses propres lymphocytes T matures vont tres rapidement proliferer et 
s'expandre afin de reconstituer le pool des lymphocytes T matures suivant la 
propriety d'hom6ostasie des lymphocytes T matures de subir une expansion 
in vivo de telle sorte que leur nombre atteigne les valeurs avant depletion. A 

10 cet egard, les rares Ly-T restant chez le sujet pourront d'autant moins se 
multiplier que le compartiment dedte aux Ly-T aura ete "rempli" par les 
cellules inject6es. Ensuite, lors de phases pathologiques, le sujet est traite 
par la drogue susceptible d'etre transformee en metabolite toxique par le 
gene suicide utilise, ce qui conduit a une elimination preferentielle des seuls 

is lymphocytes T en division, c'est-a-dire des seuls lymphocytes T actives et 
done responsables de la pathologie. Cet echange de lymphocytes T et le 
traitement subsequent en presence de la drogue permet done de modifier in 
vivo et de mani6re durable (voire permanente) le repertoire lymphocytaire du 
sujet. 

20 L'invention presente en outre I'avantage de pouvoir etre mise en 

ceuvre meme en I'absence de connaissance, a priori, des antigenes 
impliqu6s dans le d6veloppement de la pathologie concernee. 

Selon une autre variante de Tinvention, la population de lymphocytes 
T utilis6e comprend des lymphocytes T modifies immunologiquement. Plus 

25 particulierement, cette modification immunologique comprend la modification 
in vitro (ou ex vivo) du repertoire des lymphocytes T de ladite population. De 
maniere plus preferee, cette modification immunologique comprend la 
suppression in vitro ou ex vivo de clones de lymphocytes impliques dans des 
reponses immunopathologiques et/ou de sous-populations de lymphocytes T 

30 ayant des proprietes immunologiques particulieres (CD4+ ou CD8+, TH1 ou 
TH2...). 
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Avantageusement, la population de lymphocytes T utilisee comprend 
done un "trou" dans le repertoire immunologique. 

Ce mode de mise en oeuvre est particulierement adapte aux situations 
dans lesquelles le ou les antigenes reconnus par les clones 
immunopathologiques sont connus. En effet, dans ce cas, il est possible de 
realiser une depletion in vitro ou ex vivo sur la population de lymphocytes T, 
par immunoaffinite au moyen desdits antigenes ou de fragments ou 
homologues de ceux-ci par exemple. Une telle depletion peut etre realisee 
par exemple par passage de la population de lymphocytes T au contact d'un 
support sur lequel lesdits antigenes ou fragments ou homologues sont 
immobilises. La depletion des clones reconnaissant des antigenes 
specifiques impliqu<§s dans I'immunopathologie peut §tre egalement realisee 
apres un transfert de genes suicides dans les lymphocytes T, si ceux-ci sont 
ensuite stimulus in vitro en presence de I'antigene et d'un traitement par le 
toxique conditionnel (GCV). En I'absence d'une modification genetique, ces 
clones de lymphocytes actives par I'antigene in vitro peuvent aussi Stre 
detruits par des anticorps couples a des toxine reconnaissant sp6cifiquement 
des molecules exprimees par les lymphocytes T actives (recepteurs a I'II2). 

Ce mode de mise en ceuvre peut §tre realise par exemple dans le cas 
de pathologies telles que la greffe d'organe dans lesquelles les alloantigenes 
du donneur d'organe sont impliques. 

Cette modification immunologique des lymphocytes T peut etre mise 
en oeuvre aussi bien avec une population autologue ou syngenique qu'avec 
une population allogenique. En outre, elle peut egalement Stre combinee 
avec une modification genetique telle que decrite ci-dessus. 

Ainsi, dans un mode particulier de mise en ceuvre, la population de 
lymphocytes T utilisee comprend des lymphocytes modifies : 

- immunologiquement, par depletion de clones specifiques et/ou de 
sous-populations de lymphocytes T ayant des proprietes immunologiques 
particulieres (CD4+ ou CD8+, TH1 ou TH2...), et 

- genetiquement par introduction d'un acide nucleique codant pour un 
produit toxique. 
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Selon une autre variante de Pinvention, la population de lymphocytes 
T utilisee comprend des lymphocytes T allog£niques procurant une immunite 
accrue. En particulier, il est possible d'utiliser des lymphocytes T provenant 
d'un sujet presentant une r6ponse appropriee (prononcee ou accrue) a des 
5 agents infectieux. Ainsi, il est connu que la reponse immunitaire T est en 
partie controlee par des facteurs g6n6tiques de grande diversite. De ce fait, 
vis-a-vis d'un antigene donne, certains sujets sont capables de montrer des 
reponses appropri6es (ben6fiques) alors que d'autres ne le sont pas. Selon 
Pinvention, il est ainsi possible de remplacer les lymphocytes T d f un sujet 

10 sensible a une pathologie donnee par ceux d'un sujet insensible. 

Dans ce mode de realisation, il n'est pas necessaire que les 
lymphocytes T soient modifies immunologiquement. N6anmoins, il est 
preferable, pour pouvoir contrdler toute reaction du greffon contre Phote, que 
ces lymphocytes T soient modifies gen6tiquement comme d6crit ci-avant. 

15 Par ailleurs, dans un mode de realisation particulier de Pinvention, il 

est possible d'utiliser une population de lymphocytes T telle que d6crite ci- 
dessus, modifiee g6n6tiquement et/ou immunologiquement et/ou procurant 
une immunite accrue, comprenant en outre un acide nucleique codant pour 
un produit th6rapeutique. En effet, selon la presente invention, il est 

20 egalement possible de conferer aux lymphocytes T utilises une propriety ' 
nouvelle. Les lymphocytes T etant des cellules facilement pr6levables, 
isolables et cultivables, elles peuvent en effet Stre utilis6es simultanement 
comme source pour introduire (ou reintroduce) chez un sujet des proteines 
ou des fonctions absentes ou anormales. 

25 Pour la modification g6netique des lymphocytes T, plusieurs 

approches peuvent §tre utilisees, selon les techniques de Phomme du metier. 

Dans un mode particulier de realisation de Pinvention, les lymphocytes 
sont modifies genetiquement au moyen d'un vecteur viral. Dans ce mode de 
realisation, Pacide nucleique heterologue est par exemple introduit dans un 

30 vecteur viral, qui est ensuite utilise pour infecter une population de 
lymphocytes T telle que d6crite ci-avant. 
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Differents types de vecteurs viraux peuvent etre utilises, notamment 
des vecteurs r6troviraux ou AAV. Dans un mode pr6fere de mise en oeuvre, 
les lymphocytes sont modifies genetiquement au moyen d'un vecteur 
retroviral. 

5 Les retrovirus sont des vecteurs de choix pour le transfert de genes 

dans les lymphocytes T car I'infection retroviral aboutit a integration stable 
du genome dans les cellules. Ceci est une propriete tres importante compte 
tenu du fait que Pexpansion lymphocytaire, soit in vitro soit in vivo apres 
injection chez le sujet, suppose que le transgene soit tres stable au cours de 

10 la segregation pour etre transmis a chaque division cellulaire. En ce qui 
conceme les types de retrovirus pouvant §tre utilises, on peut citer par 
exemple les retrovirus appartenant a la famille des oncovirus, des lentivirus 
ou des spumavirus. Dans la famille des oncovirus, on peut citer notamment 
les oncovirus lents, non porteur d'oncogene, tels que par exemple MoMLV, 

15 ALV, BLV, ou MMTV et les oncovirus rapides, tels que RSV par exemple. 
Dans la famille des lentivirus, on peut citer par exemple HIV, SIV, FIV ou 
CAEV. 

Des techniques de construction de retrovirus recombinants defectifs 
ont ete largement decrites dans la litterature (WO89/07150, WO90/02806, 

20 W094/1 9478, etc.). 

Dans un mode particulier de mise en oeuvre de Invention, on utilise 
avantageusement un retrovirus recombinant comprenant une enveloppe du 
virus GALV (retrovirus pseudotype avec GALV). En effet, il a 6te montre que 
Tinfection des cellules hematopoietiques par un retrovirus recombinant est 

25 plus efficacement realisee lorsque I'enveloppe retroviral est derivee d'un 
retrovirus appeie Gibbon Ape Leukemia Virus (GALV) (Movassagh et aL, 
Hum. Gene Then 9 (1998) 225). A I'aide de cette enveloppe retroviral, nous 
avons par ailleurs montre qu'il etait possible d'obtenir des taux de 
transduction sup6rieurs a 95 % dans les lymphocytes T matures avant toute 

30 selection des cellules transduites (r6sultats non publies). 

D'autre part, le virus recombinant utilise peut comporter des 
sequences regulatrices depression (promoteurs) sp6cifiques de certaines 
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sous populations de lymphocytes T. Ainsi, dans certaines situations, il peut 
etre souhaitable de n'exprimer I'acide nucleique que dans certaines 
populations de cellules T comme par exemple les cellules CD4+ ou CD8+, ou 
encore les cellules dites Th1 ou Th2 pour lesquelles des marqueurs 
5 sp6cifiques viennent d'etre d6crits chez la souris, permettant leur separation. 
Ces cellules etant caracterisees par le type de cytokines qu'elles produisent 
(par exemple IL2 ou IFNg pour les Th1, et IL4 pour les Th2), il est possible 
d'utiliser les sequence regulatrices de ces differents genes pour controler 
I'expression de I'acide nucieique h6t6rologue (notamment du gene suicide). II 

10 est 6galement possible d'utiliser des promoteurs contrdlant une expression 
specifique dans telle ou telle population de lymphocytes T, comme par 
exemple le promoteur codant pour la molecule CD4. 

Par ailleurs, dans un autre mode particulier de mise en ceuvre de 
('invention, les lymphocytes sont genetiquement modifies au moyen d'un 

is retrovirus produit dans une Iign6e d'encapsidation comprenant un g6ne pol 
tronque. 

L'un des risques assoctes a I'utilisation de vecteurs viraux pour le 
transfert de genes est la possibility de generer des virus replicatifs. 
[.'utilisation de lignees dites a genome separe a permis de limiter ce 

20 ph6nomene. II est possible de minimiser encore celui-ci en utilisant des 
constructions specifiquement congues pour diminuer le plus possible les 
ev6nements de recombinaison. Nous avons par exemple montre que la 
troncation de I'extremite 3' du gene Pol jusqu'au site de coupure par I'enzyme 
Sma1 sur le genome du retrovirus de Moloney ecotrope (PNCA) permet de 

25 conserver integralement la fonction polymerase tout en supprimant 
I'ensemble des sequences chevauchant entre le gene Pol et le g£ne codant 
pour I'enveloppe des virus Moloney. L'utilisation de ce type de constructions 
pour r6aliser les retrovirus recombinants capables de transduire les 
lymphocytes T permet done une amelioration en terme de securite. 

30 L'infection des lymphocytes T par les vecteurs retroviraux peut etre 

realisee selon toute technique connue de I'homme du metier (incubation avec 
un surnageant de retrovirus, co-culture lymphocytes T-cellules 
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d'encapsidation de retrovirus, techniques Transwell, etc.). Une methode 
particulierement efficace a ete d6crite par Movassagh et al. (Cf Supra), 
comprenant une etape de centrifugation eventuellement repetee. Cette 
methode peut etre avantageusement mise en oeuvre pour la modification 
5 gen&ique des lymphocytes T selon Pinvention. 

Pour une meilleure mise en oeuvre de la presente invention, il est 
souhaitable d'obtenir un transfert de genes le plus efficace possible dans les 
lymphocytes T. Ainsi, on prefere utiliser une population de lymphocytes T 
comprenant au moins 50%, de preference au moins 65%, plus 
10 pr§ferentiellement au moins 80% de lymphocytes T gen6tiquement modifies. 
Dans un mode de realisation ideal, on utilise une population de lymphocytes 
T dont le taux de modification gen£tique est le plus proche possible de 
100%. 

Comme indiqu6 ci-avant, de tels niveaux peuvent etre obtenus in vitro 

is ou ex vivo, en utilisant par exemple une enveloppe GALV, et le cas echeant 
dans certaines conditions d'infection (Movassagh et al., supra). Par ailleurs, 
dans la mesure ou la modification g£n£tique est r£alis£e in vitro, il est 
egalement possible d'ameiiorer les niveaux de transduction en selectionnant 
les cellules effectivement infectees. Pour cela, differentes techniques de 

20 selection connues de Phomme du metier sont disponibles, et notamment 
Putilisation d'anticorps reconnaissant des marqueurs specifiques a la surface 
des cellules infectees, ou Putilisation de genes de resistance (comme le gene 
de resistance a la n6omycine et la drogue G418 par exemple), ou encore de 
composes toxiques pour les cellules n'exprimant pas le transgene (i.e., la 

25 thymidine kinase). A cet egard, il pourrait etre possible d'utiliser une molecule 
non toxique uniquement pour les cellules porteuses du gene HSV1-TK. La 
methode pour trouver cette molecule est de r6aliser un crible avec une 
bibliotheque de molecules connues pour leur toxicite et de tester celles qui 
sont 1) modifiees par Penzyme HSV1-TK et 2) dont les metabolites ne sont 

30 plus toxiques. L'avantage d'une telle methode est qu'il n'a pas besoin de 
transferer un deuxieme gene et que la selection ne porte que sur les cellules 
indesirables. 
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Preferentieltement, la selection est realisee en utilisant un gene 
marqueur, introduit dans le vecteur retroviral, exprimant une proline 
membranaire. La presence de cette proteine permet ainsi une selection par 
les techniques classiques de separation comme le tri par billes magnetiques, 
5 colonnes, ou le tri par cytometre de flux. Dans cette optique, un gene comme 
celui codant pour la molecule Thy1 humaine est avantageux. On peut aussi 
envisager d'utiliser une molecule telle la molecule CD34, absente des Ly-T 
matures car il existe deja des systemes de selections de cellules portant 
cette molecule de surface, ces systemes ayant deja ete valides pour le tri de 

10 cellules et utilises en clinique. En outre, ces marqueurs peuvent egalement 
comprendre des sequences etiquettes ("tag"), par exemple le tag c-myc. 

L'utilisation d'un gene marqueur d'expression membranaire presente 
par ailleurs deux avantages suppiementaires dans le cadre de la presente 
invention : (i) il permet de suivre facilement les lymphocytes T genetiquement 

15 modifies lorsqu'ils ont 6t6 injectes, et surtout (ii) de les detruire (mSme en 
T absence de division) grace a Taction d'un anticorps sp6cifiquement dirig6 
contre cette molecule (si cela s'averait necessaire). 

Avantageusement, pour realiser I'expression du gene marqueur (tel 
que Thy-1) il est prefer d'utiliser des vecteurs dits bicistroniques pour 

20 lesquels les genes toxiques (e.g., HSV1-TK) et marqueur (e.g., Thy1) sont 
s6par6s par une sequence IRES. 

La population de lymphocytes T obtenue, le cas ech6ant modifiee 
genetiquement et/ou immunologiquement et/ou ayant une immunite accrue, 
peut Stre conditionn6e dans tout milieu et tout dispositif approprie. Ainsi, les 

25 milieux utilisables sont tous milieux de culture de cellules mammiferes 
(RPMI, DMEM, etc.) ou toutes autres solutions adaptees a la conservation 
et/ou au stockage de cellules mammiferes (solutions salines, tampons, etc). 
Le dispositif utilise peut etre par exemple un tube, flasque, boite, ampoule, 
seringue, poche, etc., de preference en condition de sterilite appropri6e a un 

30 usage pharmaceutique. La composition cellulaire peut etre utilis6e 
extemporanement ou stockee (au froid, congeiee, ou lyophilisee, par 
exemple) en vue d'une utilisation ulterieure. Par ailleurs, comme indique plus 
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loin, des banques de telles cellules peuvent avantageusement etre realisees, 
dans les conditions de preparation et stockage decrites ci-dessus. 

Comme indique ci-avant, I'invention consiste en un echange de 
lymphocytes T d'un sujet, et comprend done I'administration de lymphocytes 
T matures a un sujet ayant subi une depletion de ses propres lymphocytes T. 

Prealablement a I'administration, le sujet est done soumis a une etape 
de depletion de ses lymphocytes T existants. Bien entendu, lorsque la 
population de lymphocytes T utilisee est une population de lymphocytes T 
autologues, cette population est preparee prealablement a la depletion. 

La depletion peut etre effectuee de differentes manieres. Ainsi, 
lorsqu'il y a une greffe de moelle osseuse concomitante, la depletion peut 
etre realisee par le conditionnement, dont la radiotherapie. 

Neanmoins, la depletion est plus preferentiellement realisee par 
traitement du sujet en presence d'un ou plusieurs agents 
immunosuppresseurs, en particulier en presence d'un agent 
immunossupresseur specifique des lymphocytes T. De ce fait, le sujet n'est 
pas soumis a une aplasie totale de la moelle et conserve une certaine 
immunite, en depit de I'immunosuppression des lymphocytes T. 

Preferentiellement, I'agent immunossupresseur utilise est un "serum 
antilymphocytaire", ou un ou plusieurs anticorps monoclonaux specifiques 
des molecules de surface des lymphocytes T. En particulier, il est possible 
d'utiliser un serum ou des anticorps anti-CD3, CD4 et/ou CD8. Ce type 
d'immunosuppresseurs (serum ou anticorps depletants) a deja ete utilise en 
therapeutique. Ainsi, des experiences realisees chez la souris et chez 
I'homme montrent qu'il est possible de depleter tres efficacement un animal 
ou un malade en lymphocytes T matures par ces traitements (Muller et al., 
Transplantation 64 (1997) 1432 ; Caillat-Zucman et al.. Transplantation 49 
(1990)156). 

II n'est pas necessaire que la depletion en lymphocytes T matures soit 
complete pour que I'echange de lymphocytes T selon I'invention soit efficace. 
Ainsi, meme si un certain pourcentage de lymphocytes T subsiste, il est peu 
probable que ceux-ci suffiront a re-induire I'immunopathologie. 
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Generalement, les traitements immunosuppresseurs decrits ci-dessus 
conduisent a une depletion superieure a 90%, souvent a 95%, ce qui est tout 
a fait approprie a la presente invention. 

La composition de lymphocytes T peut etre administree de differentes 
5 fagons et selon differents protocoles. II est souhaitable d'administrer les 
lymphocytes T a une date telle que les traitements administres aux patients 
dans le but de detruire leurs propres lymphocytes T aient et£ eliminSs, de 
sorte qu'ils ne puissent attaquer a leur tour les lymphocytes T qui vont etre 
injectes. 

10 Pr6f6rentiellement, la composition est administr6e peu de temps apres 

(par exemple moins de 48 heures apr£s) la depletion, de maniere ci favoriser 
r expansion des lymphocytes T matures injectes, qui vont naturellement avoir 
tendance a combler le « trou » en lymphocytes matures. Par ailleurs, les 
traitements peuvent etre reputes en cas de besoin, avec les m§mes cellules, 

is voir des cellules de donneurs differents mais selon le meme principe 
therapeutique. L'administration peut etre realis6e avantageusement par 
injection intraveineuse ou intraarterielle. 

Comme indiqu6 ci-avant, les doses administrees sont genSralement 
comprises entre 10 8 et 10 11 lymphocytes T par sujet. 

20 Par ailleurs, au cours des procedures d6crites ci-avant pour la 

preparation des populations de lymphocytes T, il est possible de conserver 
des cellules du patient (normales et ou transduites par le g6ne suicide) qui 
peuvent servir en cas de besoin (stocks 1 et 2 sur la Figure 1 ). Par exemple, 
si des effets indesirables survenaient, il serait toujours possible de d6pl§ter 

25 les cellules reinjectees (par exemple allogeniques) pour reinjecter alors les 
cellules (normales) du patient. 

De meme, dans le cas d'un echange allog6nique, les cellules du 
donneur (transduites ou normales) peuvent §tre 6galement conservees pour 
utilisation ulterieure si besoin (stocks 3 et 4 sur la Figure 1). II est d'ailleurs 

30 possible que chez un patient ayant regu des lymphocytes T allogeniques 
transduits dont on aura control^ la GVH, il soit alors possible d'injecter des 
lymphocytes normaux du meme donneur sans qu'il y ait de GVH (tolerance 
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active). Cela aurait I'avantage de reinjecter des cellules qui n'auraient pas 
ete cultivees. De ce fait, avantageusement, le procede de I'invention 
comprend egalement une etape de constitution de banques de cellules T, 
transduites ou non, issues du donneur et du receveur. 

Suite a ('administration des compositions decrites ci-dessus, I'invention 
permet de contrdler I'apparition ou le developpement d'immunopathologies, 
sort par administration de la drogue metabolisee en produit toxique (dans le 
cas de lymphocytes T modifies genetiquement par un gene toxique), soit 
simplement par la constitution d'une immunite accrue chez le sujet. 

Un autre objet de I'invention reside egalement dans un produit 
comprenant: 

- un ou plusieurs agents immunosuppresseurs, et 

- une composition comprenant une population de lymphocytes 
T telle que definie ci-avant, 

en vue d'une utilisation separee ou espacee dans le temps, 
notamment pour le controle des reponses immunopathologiques. 

Preferentiellement, la composition comprend un repertoire diversifie 
de lymphocytes T. 

Avantageusement, la composition comprend une population de 
lymphocytes T comprenant un gene suicide, et le produit de I'invention 
comprend en outre une drogue susceptible d'etre transformee en metabolite 
toxique par le gene suicide. 

L'invention est encore relative a un procede de preparation d'une 
composition de lymphocytes T modifies comprenant: 

- le prelevement de lymphocytes T chez un sujet, et 

- la creation d'un trou du repertoire dans ces lymphocytes ou plus 
gen6ralement la modification selective du repertoire. 

Plus particulierement, le trou du repertoire est realise par depletion 
des lymphocytes T specifiques d'antigenes impliques dans des pathologies. 

L'invention concerne aussi toute population de lymphocytes T 
prelevee chez un sujet et depletee des clones de lymphocytes specifiques 
d'un ou plusieurs antigenes impliques dans une ou des pathologies. 
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Par ailleurs, invention peut egalement etre mise en oeuvre avec tout 
autre type de cellule a compartiment, c'est-a-dire tout type de cellule 
repondant aux criteres suivants : 

- on peut les pr6lever, on peut d6truire Pensemble de la population et 
5 on peut les (re)injecter (avec modification) et elles prennent la place de celles 

que Ton a detruite. 

- on peut envisager par exemple une sous-population de Ly-T ou 
d'autres cellules circulantes (cellules musculaire satellite). 

Les applications de Pinvention sont extremement nombreuses. Elles 

10 concernent notamment, aussi bien pour les lymphocytes T autologues que 
allogeniques modifies selon Pinvention, toutes les pathologies auto-immunes 
et inflammatoire chronique au sens large (polyarthrite rhumatoi'de, sclerose 
en plaque, etc.), les infections virales (hepatites A, B, C, HIV, etc.) ou les 
maladies gSnetiques. Le remplacement des lymphocytes T conceme 

15 egalement les transplantations d'organes ou de cellules (allogeniques, voire 
xenogeniques) ainsi que toutes les pathologies pour lesquelles on peut 
souhaiter reinjecter des lymphocytes modifies pour, par exemple, secr6ter 
une proteine therapeutique. Ce systeme peut 6galement etre avantageux 
pour pouvoir controler la reponse immunitaire contre une proteine 

20 therapeutique administree par exemple pour corriger un deficit genetique en 
cette proteine. Un des inconvenients dans cette situation est que, du fait du 
deficit g6n6tique, le patient reconnait cette proteine comme etrangere et la 
rejette par une reponse immunitaire. Selon les principes de Pinvention, si les 
lymphocytes T expriment un gene suicide, il est alors possible de controler 

25 cette reponse immunitaire n6faste. 

Ainsi, les maladies auto-immunes, dites maladies de systeme (ex: 
Lupus Erythemateux Diss6min6, Polyarthrite RhumatoTde, Polymyosites...) 
sont des affections ayant clairement une composante immunologique dont 
temoignent les investigations biologiques et histologiques realis6es chez les 

30 patients. Pour beaucoup de ces pathologies le primum movens n'est pas 
connu et il semble que Porigine de la pathologie soit multifactorielle. 
Neanmoins, Pelement central reste une r§ponse immunitaire inadaptee. De 
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plus, dans ces pathologies, il est generalement possible de definir la periode 
pendant laquelle les ly-T responsables de la pathologie sont actives et done 
en division. De ce fait, I'administration de la prodrogue durant cette phase 
permet, selon la prSsente invention, d'affecter principalement ces cellules. De 
plus, cette strategie aboutit a la deletion des clones de cellules responsables 
de la pathologie, et done en principe a une immunosupression durable, voire 
permanente en I' absence de production centrale de ly-T. 

Par exemple, dans un mode particulier de mise en ceuvre de 
I'invention, un patient souffrant de polyarthrite rhumato'ide re?oit, apres 
depletion de ses lymphocytes T propres, une administration d'une 
composition comprenant ses propres lymphocytes T modifies genetiquement 
pour exprimer un gene suicide (composition autologue) ou des lymphocytes 
T allogeniques, modifies ou non. Ensuite, lors de poussees eventuelles de 
polyarthrite rhumatoide survenant apres I'administration, un traitement par 
une drogue transformee en metabolite toxique par le gene suicide permet de 
detruire les clones reactifs et done de supprimer la reponse 
immunopathologique. 

La presente invention est egalement utilisable pour le traitement des 
immunopathologies viro-induites. La reponse immunitaire contre les agents 
infectieux peut souvent avoir des consequences immunopathologiques allant 
parfois jusqu'a la mort. L'exemple le plus classique est celui de la reponse a 
certains virus responsables d'hepatites. Ces virus se repliquent dans les 
hepatocytes et e'est la destruction par le systeme immunitaire des 
hepatocytes infectes qui aboutit a I'hepatite, parfois mortelle. Dans d'autres 
situations, la reponse immunitaire de I'hote semble incapable d'eradiquer le 
virus, et au contraire participe au maintien d'une hepatite chronique. Ceci est 
bien illustre par revolution des hepatites dites a virus C. Mors que deux tiers 
des patients environ sont capables de se debarrasser du virus, le tiers 
restant developpe une hepatite chronique. devolution de cette hepatite 
chronique est independante du taux de replication virale et est, au contraire, 
accompagnee de signes biologiques temoignant d'une reponse 
dysimmunitaire (par exemple presence frequente d'anticorps anti-DNA ou 
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d'une cryoglobulinemia). La presente invention permet d'£liminer le/les 
clones de lymphocytes T actifs responsables de Timmunopathologie, et done 
de diminuer les consequences de Pinfection sur I'hote. 

D'autre part, la synthese des IgE impliquees dans certaines allergies 
5 est 6galement sous le controle des lymphocytes T. Par ailleurs, la production 
des lymphocytes B est r6alis6e a partir de cellules immatures de la moelle 
osseuse et ces cellules ont une demi-vie beaucoup plus courte que les 
lymphocytes T. De ce fait, il est aussi possible en utilisant la technique de 
I'echange de lymphocytes T selon invention de controler les reponses 
10 allergiques, et plus g6n6ralement les reponses anticorps en controlant les 
r6ponses T. 

La presente invention est egalement utilisable pour le traitement ou la 
prevention du Rejet de greffes d'organe. 

Le traitement classique d'un certain nombre de pathologies d'organes 

15 est, quand cela devient n6cessaire, le remplacement de cet organe par un 
organe sain provenant d'un donneur d6c6de (ou d'un donneur vivant dans 
certains cas, voire a terme d'une autre espece). Bien qu'un soin rigoureux 
soit apporte a s6lectionner des donneurs d'organes presentant le maximum 
de compatibilit6 vis-a-vis des antig6nes d'histocompatibilite, hormis les 

20 situations de greffes entre jumeaux homozygotes, la greffe d'organe conduit 
toujours au d6veloppement d'une reponse immunitaire dirigee contre des 
antigenes specifiquement exprim6s par cet organe. Malgr6 les traitements 
immunosuppresseurs mis en route, cette reaction aboutit souvent au rejet de 
Torgane greffe (e'est la principale cause d'Schec des greffes allog6niques). 

25 Mis a part certains rejets suraigus ou aigus qui impliquent essentiellement 
des reponses humorales, la plupart du temps le rejet des greffes d'organes 
est essentiellement m6die par des lymphocytes T. 

De nombreuses equipes ont developp6 des projets de greffes de 
cellules allogeniques ou xenogeniques modifiees ou non, afin qu'elles 

30 produisent un facteur dans un but therapeutique (ex cellules des tlots fi du 
pancreas, fibroblastes ...). En particulier, ceci a et6 propos6 dans des 
maladies aussi variees que le diabete, la maladie de Parkinson, voire meme 
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en therapie genique dans les organoides. Le principal obstacle a de telles 
greffes reste le rejet des cellules alio ou xenogeniques. Pour pallier cet 
inconvenient, de tres nombreux dispositifs ont ete proposes afin de separer 
les cellules greffees du systeme immunitaire. Ces systemes vont de micro- 
encapsulation a I'insertion des cellules dans des materiaux poreux ou semi- 
permeables, etc. Malheureusement, aucun de ces systemes n'a fait preuve 
d'une efficacite suffisante pour pouvoir §tre propose en clinique. 

Ces malades etant, par ailleurs, en bonne sante immunologique, il est 
tout a fait licite d'envisager I'echange standard de lymphocyte T tout en 
conservant un stock des lymphocytes des malades au cas oil un eventuel 
probleme apparaTtrait. 

La presente invention offre desormais une nouvelle approche 
medicale pour favoriser le succes des greffes d'organes ou de cellules. En 
particulier, un echange de lymphocytes T est pratique chez le sujet receveur, 
ce qui permet, si besoin est, de contrdler tout developpement d'une reponse 
immune eventuelle dirigee contre le greffon, par destruction selective des 
lymphocytes T alloreactifs. Dans le cadre des greffes d'organes ou de 
cellules, il est possible d'appliquer ces therapeutiques, soit en reimplantant 
chez le receveur un organe ou des cellules et des lymphocytes T 
allogeniques provenant du meme donneur, (et qui sont done tolerant a 
I'organe ou aux cellules transplantes), soit de transplanter un organe ou des 
cellules d'un donneur allogenique et de reimplanter au patient ses propres 
lymphocytes T genetiquement modifies afin de controler la reponse contre 
cet organe ou ces cellules. Enfin. il est possible d'envisager de greffer un 
organe ou des cellules et des lymphocytes T allogeniques provenant de deux 
donneurs distincts. 

Un mode de mise en oeuvre particulierement avantageux de la 
presente invention reside dans le traitement des immunopathologies dans le 
cadre de greffe d'organes ou de cellules. Plus particulierement, le traitement 
designe la prevention, totale ou partielle, ou la reduction ou la suppression 
des immunopathologies mediees par les lymphocytes T, qui sont 
responsables des echecs de greffe. 
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De maniere similaire, I'invention peut egalement etre mise en oeuvre 
pour le traitement (la prevention, la reduction ou la suppression totale, par 
exemple) de la maladie du greffon contre Fhote (GVHD). La greffe de moelle 
osseuse est un traitement classique dans un grand nombre de situations 
5 cliniques, notamment pour beaucoup de leucemies. Le traitement 
conventionnel repose alors sur le conditionnement du donneur, dont le but 
est d'eiiminer le maximum de cellules tumorales, et qui a pour consequence 
de creer une aplasie medullaire n6cessitant une greffe de moelle osseuse. 
Cette greffe de moelle osseuse est realisee de preference avec des cellules 

10 allogeniques car celles-ci ont fait la preuve qu'elles peuvent etre 
responsables d'un effet dit du « greffon contre la leucemie » qui limite de 
fagon considerable le taux des rechutes des leucemies ainsi traitees. 
Malheureusement, les cellules T allogeniques sont aussi responsables de la 
maladie du greffon contre Fhote toujours grave et parfois mortelle. 

15 ^utilisation de la presente invention permet de detruire les cellules T 
responsables de la GVH, et done de trailer cette immunopathologie. 

D'autres exemples de pathologies pouvant etre traitees par 
remplacement de lymphocytes T sont notamment les infections par le VIH ou 
certaines maladies gen£tiques. 

20 Ainsi, les lymphocytes T sont une cible principale de I'infection par le 

VIH dont revolution clinique depend en grande partie du taux de ces 
lymphocytes chez le patient infecte. Certaines strategies th6rapeutiques de 
Tinfection par le VIH sont fond6es sur le transfert de lymphocytes T 
genetiquement modifies pour resister au virus. Cependant il existe aussi des 

25 patients dont les lymphocytes T sont moins susceptibles a I'infection par le 
VIH du fait de mutations spontanees dans des genes codant pour des 
proteines impliqu6es dans le cycle repMcatif du virus. Ainsi, comme pour la 
reponse au virus de I'hepatite, il existe des differences g6netiques exprimees 
par les lymphocytes T qui les rendent plus ou moins sensibles a une infection 

30 par le VIH. La presente invention permet de mettre a profit ces facteurs 
g6netiques de grande diversite, notamment par le remplacement des 
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lymphocytes T d'un sujet sensible a une pathologie donnee par ceux d'un 
sujet insensible. 

II existe d'autre part un grand nombre de maladies genetiques qui sont 
liees a I' incapacity de synthetiser une proteine qui. si elle est synthetisee par 
certains types cellulaires specifiques (pas necessairement les lymphocytes 
T) a neanmoins une action generate. Ainsi, ces pathologies peuvent-elles 
etre souvent traitees par greffe de moelle osseuse lorsqu'un donneur 
compatible peut etre trouve. Ces memes maladies pourraient etre traitees 
par transfert de lymphocytes T (muccopolysaccharidose..). 

II existe egalement des maladies genetiques affectant specifiquement 
les lymphocytes (deficit en Adenosine Deaminase,...), qui peuvent aussi etre 
traitees par I'echange standard de lymphocytes T selon invention. Enfin, les 
possibles accidents d' irradiation ou toute autre insuffisance medullaire aiguS 
(par exemple toxique, medicamenteuse...) peuvent aussi etre pris en charge 
par un echange de lymphocytes T selon I'invention. On peut ainsi constituer 
des banques de cellules souches hematopoTetiques et de banques de 
lymphocytes T provenant des memes donneurs, pour lesquels seuls les 
lymphocytes T auraient subi une modification genetique permettant le 
controle des reactions immunopathologiques. Ainsi, on dispose alors de 
"banques universelles" permettant les greffes de moelle avec lymphocytes T 
matures pour les situations le n6cessitant. 

Selon une autre variante de I'invention, la population de lymphocytes 
T du donneur peut etre utilisee dans la prevention ou le traitement du 
vieillissement des fonctions immunitaires comme les anergies. 

La presente invention sera decrite plus en details a I'aide des 
exemples qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non 
limitatifs. 

LEGENDE DES FlfillRFS 



F 'q ure 1 : Representation schematique du principe de I'Echange 
Standard de Lymphocytes T. 
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Figure 2 : Sensibility au GCV de cellules T exprimant une thymidine 
kinase. Les splenocytes ont ete cultives 2 jours en presence de ConA et de 
concentrations croissantes de GCV, puis chargees pendant la nuit avec la 
5 TdR triti6e (un "uptake" de 100% est celui observe en I'absence de GCV). 
Les triangles, carres et ronds correspondent a differentes formes de TK. La 
courbe superieure correspond aux lymphocytes T non transduits. 

Figure 3 : Effet protecteur de la GVH d'un traitement de 7 jours par le 
10 GCV. Le groupe controle de Pirradiation est constitue de souris irradtees non 
greffees (n=15=. Une GVH mortelle a J35 pour 100% des souris est induite 
par la co-injection de cellules de la moelle osseuse et de Ly-T allog6niques 
(n=25). La survie des souris traitees (n=13) est comparee a celle obtenue sur 
des souris ne recevant que de la moelle et ne developpant done pas de GVH 
is (n=15). 

Figure 4 : Controle pharmacog6netique de la choriom6ningite 
lymphocytaire chez des souris exprimant le gdne suicide dans les 
populations de lymphocytes CD4 et CD8. Des souris FVB ou C57BL/6 ont 

20 et6 irradiees et reconstitutes par de la moelle osseuse syngenique 
provenant de souris FVB ou de souris transgeniques EPDTKL20, ou par de 
la moelle allogenique. Apres reconstitution du systeme immunitaire les 
receveurs ont 6te infectes par voie intracerebrale par le virus de la 
choriomeningite lymphocytaire (10 4 pfu de LCMV souche Arm/53b) et traitees 

25 par le GCV pendant 7 jours (injections biquotidiennes par voie 
intraperitoneale de 100 mg/kg/j). Les souris exprimant le gene TK dans leurs 
lymphocytes sont protegees, survivent, ont 6limin6 le LCMV et poss6dent un 
haut titre d'anticorps anti-LCMV. 

30 EXEMPLES 



1. Etude de la Regulation de la reponse immunopathologique 
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Afin d'etudier la possibility de controler des reponses immunitaires 
pathologiques a I'aide de genes suicides, nous avons developpe des souris 
transgeniques exprimant le gene HSV1-TK dans les ly-T. Cette expression 
est obtenue a I'aide des sequences regulatrices derivees du gene codant 
pour la molecule CD4, dont nous avions montre prealablement qu'elles 
conduisaient a I'expression specifique d'un transgene dans les lymphocytes 
T CD4 + et CD8 + matures, a I'exclusion des thymocytes immatures CD4- 
CD8- ou CD4+CD8+ [26]. In vitro les ly-T de ces souris transgeniques sont 
detruits efficacement par le GCV (Figure 2). 

Dans tous les exemples qui suivent, les lymphocytes T proviennent de 
souris transgeniques uniquement par souci de simplification de la procedure 
experimental. Les memes experiences peuvent etre reproduites en prenant 
des lymphocytes T de souris ou humains dans lesquels le meme gene 
suicide peut etre transfere par un vecteur retroviral selon les regies de I'art. 



1.1. Control e de la GVH chez la souris 



En utilisant des souris transgeniques exprimant le gene HSV1-TK 
dans les lymphocytes T, nous avons montre qu'il etait parfaitement possible 
de contrdler la reponse allogenique responsable de la reaction du greffon 
contre I'hote chez ces animaux. Nous avons done ainsi fait la preuve de 
principe de cette capacite a controler les lymphocytes T responsables de la 
GVH. II faut d'ailleurs mentionner que cette efficacite therapeutique peut etre 
obtenue par des traitements par le ganciclovir extremement courts, et que 
nous avons montr6 qu'a I'issue de ces traitements non seulement la 
pathologie etait evitee, mais que la souris avait une reponse immunitaire 
normale. 

Nous avons utilise ces souris transgeniques comme donneuses de ly- 
T HSV1-TK* pour la mise au point d'un modele de maladie du greffon contre 
I'hote (GVH) apr6s greffe de moelle osseuse (GMO) allogenique [8]. Ainsi, 
chez la souris irradiee letalement, une GMO allogenique depletee en ly-T 
matures aboutit a une survie de la totalite des animaux et a une 
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reconstitution hematopoietique complete par les cellules du donneur. En 
revanche, le greffon supplemente en ly-T aboutit a une mortalite de 100% 
des animaux qui presentent les signes cliniques et histologiques de GVH. 
Dans ce modele, nous avons montre que si les ly-T expriment le g£ne 
5 suicide HSV1-TK, un traitement par le GCV institue le jour de la greffe et 
prolonge pendant 7 jours permet la prevention de la GVH clinique (Figure 3). 
Lorsque ces animaux sont sacrifies, I'analyse histologique objective 
Tabsence de tout signe histologique de GVH chez ces animaux. Le 
traitement est egalement efficace sur une GVH declaree. 

10 Les cellules d'origine h6matopoT6tiques pr6sentes chez ces animaux 

proviennent du donneur. De fa<jon interessante, nous avons observe que les 
ly-T qui ont survecu au traitement par le GCV sont toujours capables de 
repondre in vitro a des stimulations par un mitogene ou un tiers alloantigene, 
mais pas par des cellules provenant du donneur ou du receveur. Ces 

15 r6sultats ont montre qu'un traitement par le GCV permet d'eiiminer les clones 
de ly-T alloreactifs, tout en pr6servant un compartiment de ly-T capables de 
repondre a d'autres stimulations antigeniques. 

1.2. Traitement du diabete autoimmun chez la souris diabetiaue (NOD) 
20 par echanqe de lymphoc ytes T : preuve de princioe 

Cette experience a pour but de demontrer I'efficacite de T6change de 
lymphocytes T genetiquement modifies sur le controle d'une maladie auto- 
immune (MAI) spontan6e representee ici par le modele de la souris 

25 diab6tique auto-immune NOD. L'echange de lymphocytes T est conduit dans 
des conditions proches de celles envisag6es en clinique. L^change de 
lymphocytes T se fait avec des lymphocytes T allogeniques au receveur 
permettant la destruction d'eventuelles cellules autoimmunes r6siduelles. 
L'echange de lymphocytes T se fait avec des lymphocytes T genetiquement 

30 modifies exprimant le gene suicide TK. Dans ce modele, le controle de la 
GVH repose sur Tutilisation de lymphocytes T genetiquement modifies 
exprimant le gene TK associe a un traitement par le ganciclovir (GCV). Ce 
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systeme permet la destruction des lymphocytes T TK en division controlant 
ainsi la GVH. L'echange de lymphocytes T se fait apres un conditionnement 
non myelo-ablatif des souris NOD par une irradiation de 8-9 Gy aboutissant a 
100 % de survie a J 120 chez de telles souris. L'echange de lymphocytes T 
se fait par injection dans le sinus retro-orbital des souris irradiees de 10 7 
cellules associe a un traitement preventif de 7 jours par le ganciclovir, initie 
au moment meme de la greffe. Un premier groupe controle est constitue de 
souris recevant 10 7 cellules de moelle osseuse allogenique mais pas de 
lymphocytes T. Chez ces souris, le greffon peut etre partiellement ou 
totalement rejete et la MAI peut reapparattre. Un deuxieme groupe controle 
est constitue de souris recevant 10 7 cellules de moelle osseuse provenant de 
souris NOD mais pas de lymphocytes T. 

L'efficacite de la strategie est evaluee par : 

- I'analyse de la presence de lymphocytes T genetiquement modifies 
15 caracterises par I'expression de molecules du CMH d'origine du donneur ; 

- la determination de signes cliniques du diabete autoimmun (glycemie 
superieure a 2g/l) ; 

- par la presence d'infiltrats lymphocytaires sur les Tlots de 
Langerhans. 



10 



20 



RESULTATS 



• Origine des CSMNSP 



Tableau 1 : Etude du chimerisme 180 jours apres la greffe. 



Lymphocytes T d'origine du donneur 


ContrSle NOD 


2 


0/2 


NOD irrad. subletalement 


3 


0/3 


NOD greffees syng. 


6 


0/6 


NOD greffees et protegees 


3 


3/3 
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180 jours apr§s la greffe, la reconstitution hematopoT6tique est 
evaluee apres marquage des CSMNSP par des Ac monoclonaux et analys6e 
par cytom6trie de flux. Les cellules B et T d'origine du donneur sont 
d6terminees par Texpression de molecules de classe I du CMH (H-2 q ). Les 
5 cellules B et T du receveur sont determines par Texpression de molecules 
de classe II du CMH (J-A k ). 

Chez les souris NOD chez lesquelles un echange de lymphocytes T a 
6t6 realise, seules des cellules d'origine du donneur sont presentes. 

10 • Presence d'infiltrats lymphocytaires apr6s 6change de lymphocytes T 



Tableau 2 : P6ri-insulite et insulite chez la souris NOD aprts §change 
de Lymphocytes T. 





n 


Presence d'infiltrats lymphocytaires 
( Langerhansiens 


NOD 
greffees syng. 


4 


4/4 


NOD 
greffees et 
protegees 


3 


0/3 



15 

180 jours apres la greffe, le pancreas des souris est pr6lev6, fix6 dans 
du liquide de Bouin puis place dans de la paraffine. La presence d'infiltrats 
lymphocytaires est evaluee sur des coupes de 4 microns apres marquage 
par Thematoxiline et I'eosine. 
20 Sur aucun pancreas de souris ayant subi un echange de lymphocytes 

T il n f a et6 observe d'infiltrat lymphocytaire. 

Par ailleurs, les souris sont restees normoglycemiques attestant ainsi 
de I'absence de diabete. 

En conclusion, les souris receveuses sont reconstitutes par les 
25 lymphocytes T allogeniques et ne developpent plus la maladie autoimmune. 
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1.3. Contr6le d'une immunopatholoaie viro-induite 

Nous avons voulu appliquer le meme systeme au controle d'une 
reaction d'immunopathologie induite par un virus. Le systeme experimental le 
plus classique est celui du controle de I'encephalopathie induite par le virus 
de la CML chez la souris. 

La reponse immunitaire au virus de la CML est tres bien connue. 
Ainsi, les animaux inocules par voie intracerebrale avec ce virus meurent tres 
rapidement d'une atteinte cerebrate rapidement fatale mediee par les 
lymphocytes T cytotoxiques. Chez les animaux ayant recu une immunisation 
prealable, la cinetique de reactivite des lymphocytes T sensibilises est 
acceleree conduisant a la protection et a la survie des souris. Chez les 
animaux recevant du ganciclovir au moment de I'injection intracerebrale, la 
destruction des lymphocytes T cytoxiques actives par la replication virale 
aboutit a un controle de I'atteinte cerebrale (figure 4). 

1.4. Controle ri'nn reiet de orefffi 

Nous avons ensuite utilise nos souris pour essayer de controler les 
reponses d'immunite responsables du rejet d'un greffon d'organe. Le modele 
utilise est celui qui peut etre considere comme le plus physiologique. II s'agit 
d'une greffe de cceur vascularise en position heterotopique chez la souris. 
Lorsque cette greffe allogenique est realisee chez les souris non traitees, le 
rejet survient de facon reguliere dans les quelques jours qui suivent la greffe. 
Lorsque les souris sont traitees par le ganciclovir sur une tres courte periode 
(7 jours a partir du jour de la greffe) le cceur est tolere de fa?on permanente 
et garde ses fonctions vitales comme en temoignent ses battements. 

2. Protocole therapeutique de I'Echange de Lymphocytes T 
applique aux pathologies auto Immunes. 
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Le traitement debute par une ablation des lymphocytes T. Cette 
ablation peut etre realisee par exemple en combinant Padministration de 
"s6rum antilymphocytaire" (immunoglobulines capables de reconnaitre des 
lymphocytes T et de les detruire en presence du complement du patient qui 

5 sont habituellement produites chez le lapin par exemple par les laboratoires 
M6rieux). La quantity de ce SAL qui est administr£e et la durSe de 
Padministration sont dependantes des donnees cliniques sur le lot 
pharmaceutique et des recommandations du fabricant. Ce traitement peut 
etre realise en meme temps que Padministration d'autres 

10 immunosuppresseurs comme le cyclophosphamide et la cyclosporine. Enfin, 
afin d'atteindre les lymphocytes T tissulaires qui pourraient etre plus 
resistants a ces traitements, il est possible d'adjoindre une irradiation delivree 
tout en protegeant la moelle osseuse du patient. 

A Pissue de ce traitement, la deletion des lymphocytes T peut etre 

is analysee au niveau du sang p6ripherique par leur numeration classique. Une 
depletion sup6rieure a 90% des lymphocytes du sang peripherique est 
preferable. 

A Pissue de ce traitement, une injection i.v. de lymphocytes T est 
realisee aux patients a raison d'une dose preferentiellement comprise entre 

20 10 9 et 10 11 cellules. Les lymphocytes T ont dans ce cas ete obtenus d'un 
donneur allogenique presentant le maximum de compatibility des antigenes 
majeurs d'histocompatibilite. Cela peut etre par exemple un germain HLA 
identique pour les situations dans lesquelles le risque g6netique familial de 
retrouver les m§mes pathologies au sein de la famille n'est pas trop 6leve. 

25 Les cellules reinjectees ont ete prealablement transduites par un gene 
suicide comme le gene HSV1-TK et les cellules r6inject6es contiennent au 
moins 90% de cellules transduites. Par ailleurs, Pensemble des controles 
qualite de ces cellules sont realises (phenotype, analyse du repertoire). 

Dans les quelques jours suivant Pinjection, preferentiellement dans la 

30 semaine qui suit les injections, 48 heures apr6s Pinjection, un traitement 
gancyclovir a raison de 10 mg/kg deux fois par jour est administre au patient. 
Si des signes de GVH devaient survenir plus precocement, le traitement peut 
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etre envisage de facon encore plus precoce. Le traitement dure au moins 
une semaine. A Tissue de ce traitement, le patient reste suivi, notamment 
pour verifier la reconstitution des lymphocytes T. 

Sont egalement suivis les signes indicateurs d'une reaction du greffon 
contre I'hote comme par exemple les atteintes cutanees. Si de telles 
manifestations surviennent, un traitement curatif par le ganciclovir est 
entrepris. 

Le traitement est repete et termine lorsque la numeration des 
lymphocytes a retrouve des valeurs d'au moins 200 lymphocytes T par mm3. 

En cas d'effets secondaires graves durant le traitement, comme par 
exemple une GVH qui ne pourrait etre controlee par le gancyclovir, il est 
alors possible de retraiter le patient avec les medicaments permettant la 
destruction des lymphocytes T pour reinjecter ensuite ses propres cellules 
qui ont ete cryopreservees au prealable. Par ailleurs, ces lymphocytes T 
ayant pour construction un marqueur membranaire, une injection de 
I'anticorps anti-marqueur aide a Telimination des lymphocytes T, si 
necessaire. 

Pour d'autres types de pathologies autoimmunes, les lymphocytes qui 
sont reinjects peuvent etre des lymphocytes du patient transduits 
similairement par le gene HSV1-TK. Dans ces conditions, a Tissue de la 
reinjection des cellules, aucun traitement par le gancyclovir n'est institue. 
Apres avoir constate la reconstitution du pool de lymphocytes T du patient, 
lorsque surviendront des phases aigues de poussees de la pathologie, un 
traitement gancyclovir sera institue de facon aussi precoce que possible 
apres identification de ces poussees qui peuvent etre par exemple des 
poussees d'arthrite inflammatoire pour le traitement d'une polyarthrite 
rhumatoide ou d'atteinte neurologique et musculaire dans le cas de la 
sclerose en plaque. 

3. Protocole therapeutique de I'echange de lymphocytes T 
applique au traitement de la greffe d'organe. 
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Dans cette indication therapeutique, le patient est conditionne comme 
precedemment decrit. II est ensuite reconstitue par exemple avec ses 
propres cellules exprimant le gene suicide et en I'absence de traitement par 
le gancyclovir. Lorsque le patient a reconstitue son systeme immunitaire, la 
5 greffe dbrgane proprement dite peut etre entreprise. Dans les suites 
immediates de la greffe, un traitement prophylactique d'environ une semaine 
par le gancyclovir peut etre entrepris. Le patient est ensuite surveill6 pour 
revolution des signes cliniques qui pourraient reveler un debut de rejet du 
greffon. Dans ce cas, un nouveau traitement par le gancyclovir serait 
10 entrepris. II est indiqu6 que les traitements immunosuppresseurs classiques 
comme par exemple la cyclosporine peuvent etre utilises dans cette 
situation. 

Dans un autre mode therapeutique, les lymphocytes peuvent provenir 
du donneur d'organe. Dans ce cas ils sont tolerants au greffon et le mode 
15 operatoire est done un traitement GCV immediatement apres ('administration 
des lymphocytes T genetiquement modifies dans le but de supprimer la 
GVH. 

4. Protocole therapeutique pour la prevention du 
20 vieillissement immunologique 

Le systeme immunitaire est sujet au vieillissement, ce qui se 
caracterise par une mauvaise regulation de la reponse immune telle que 
Papparition de maladies auto-immunes ou Pincapacite de monter une 
25 reponse immune efficace contre un nouvel antigene. 

Dans cette application, le traitement est preventif. Quand le patient est 
encore jeune, des lymphocytes T lui sont preleves. II est facile et sans 
danger de prelever 10 8 lymphocytes au cours d'une cytapherese. 

Cette operation peut §tre r6pet6e assez souvent a des intervalles de 
30 temps de I'ordre de quelques mois. 

II est actuellement admis que les sous-populations de lymphocytes T 
dites "memoires" sont circulates. Si tel n'etait pas le cas, il faudrait les 
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prelever chirurgicalement ou apres mobilisation par un facteur de croissance 
ou autre. 

Dans le mode de realisation preferentiel, les lymphocytes T sont 
cultives et amplifies afin d'atteindre 10 10 - 10 11 lymphocytes T. 

5 Les cellules sont alors r6parties et congelees pour plusieurs ann6es. 

Quand le besoin s'en fait sentir : apparition d'un probleme immunologique ou 
difficulty & montrer une reponse immune, les lymphocytes T sont d6congeles 
et reinjectes au sujet. 

Cette ^injection peut porter sur tout ou partie des lymphocytes T 

10 congeles et peut etre precedee d'une ablation totale ou partielle des 
lymphocytes T circulants. 

On peut tout a fait prevoir, par exemple de ne remplacer qu'une sous 
classe de lymphocytes T par une autre sous classe de lymphocytes T. Par 
exemple, il est tout a fait possible de ne d&ruire sdlectivement que les 

is lymphocytes CD8 (ou ceux porteurs d'un TCR particulier) et de trier les 
lymphocytes T pr6alablement congeles afin de n'injecter que la sous classe 
de lymphocytes T desir6e, voire de d6pleter selectivement le greffon de telle 
ou telle sous classe de lymphocytes T. 

On obtient alors le replacement des lymphocytes T du patient par des 

20 lymphocytes T plus jeunes et mieux a meme d f assurer leurs fonctions. Dans 
le cas de maladies auto-immunes, les lymphocytes T allor6actifs sont detruits 
et remplac6s par des lymphocytes T inoffensifs. Dans le cas d'une pathologie 
liee au vieillissement de la population des lymphocytes T, il s'agit d'une 
therapeutique preventive. En effet, il s'agit reellement d'un M rajeunissement M 

25 des lymphocytes T et done du systeme immunitaire. 
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REVINDICATIONS 

5 1. Methode de remplacement de lymphocytes T chez un sujet 

comprenant I'administration d'une population determinee de lymphocytes T. 

2. Methode de remplacement d'une population de lymphocytes T chez 
un sujet, comprenant la depletion des lymphocytes T du sujet et 
I'administration d'une population de lymphocytes T determinee. 
io 3. Methode selon la revendication 2 comprenant 1'administration d'une 

population de lymphocytes T modifies. 

4. Methode selon la revendication 1 ou la revendication 3 dans 
laquelle la population de lymphocytes T administree comprend des 
lymphocytes T autologues ou syngeniques vis-a-vis du sujet. 
15 5. M6thode selon la revendication 1 ou la revendication 3 dans 

laquelle la population de lymphocytes T administree comprend des 
lymphocytes T allogeniques vis-d-vis du sujet. 

6. Methode selon la revendication 3 dans laquelle la population de 
lymphocytes T administree comprend des lymphocytes T modifies 

20 genetiquement. 

7. Methode selon la revendication 6 dans laquelle les lymphocytes T 
modifies comprennent un acide nucieique codant pour un produit toxique. 

8. Methode selon la revendication 7 dans laquelle Tacide nucieique 
code pour une proteine ayant une toxicite cond'rtionnelle. 

25 9. Methode selon la revendication 8, dans laquelle I'acide nucieique 

code pour la thymidine kinase. 

10. Methode selon la revendication 6 dans laquelle les lymphocytes T 
modifies comprennent un acide nucieique codant pour un produit 
therapeutique. 

30 11. Methode selon la revendication 6 dans laquelle les lymphocytes T 

modifies sont modifies genetiquement au moyen d'un vecteur viral. 
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12. Methode selon la revendication 10 dans laquelle le vecteur viral est 
un vecteur retroviral ou AAV. 

13. Methode selon la revendication 3 dans laquelle la population de 
lymphocytes T modifies comprend des lymphocytes T modifies 
immunologiquement. 

14. Methode selon la revendication 13 dans laquelle la modification 
immunologique comprend la modification du repertoire des lymphocytes T 
modifies. 

15. Methode selon la revendication 3 dans laquelle la population de 
lymphocytes T modifies comprend des lymphocytes T procurant une 
immunity accrue. 

16. Methode selon la revendication 6 dans laquelle la population de 
lymphocytes T modifies comprend des lymphocytes T procurant une 
immunite accrue. 

17. Methode selon la revendication 12 dans laquelle la population de 
lymphocytes T modifies comprend des lymphocytes T procurant une 
immunite accrue. 

18. Methode selon la revendication 2 dans laquelle I'etape de 
depletion des lymphocytes T comprend I'administration au sujet d'un ou 
plusieurs agents immunosuppresseurs. 

19. Methode selon la revendication 18 dans laquelle la depletion des 
lymphocytes T comprend I'administration au sujet d'un agent 
immunosuppresseur specifique des lymphocytes T. 

20. Methode selon la revendication 18 dans laquelle I'agent 
immunosuppresseur est un serum ou un anticorps anti-CD3, CD4 et/ou CD8. 

21. Methode selon la revendication 8 comprenant en outre 
I'administration au sujet d'une drogue susceptible d'etre transformee par la 
proteine en metabolite toxique. 

22. Composition comprenant : 

- un ou plusieurs agents immunosuppresseurs, et 

- une composition comprenant une population de lymphocytes T. 
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23. Composition selon la revendication 22, comprenant : 

- une population de lymphocytes T comprenant un gene suicide, 

- une drogue susceptible d'etre transformee par le gene suicide en 
metabolite toxique, 

5 24. Procede de preparation d'une composition de lymphocytes T 

modifies comprenant : 

- le prelevement de lymphocytes T chez un sujet, et 

- la creation d'une rectification du repertoire dans ces lymphocytes 
et/ou de sous-populations de lymphocytes T. 

10 25. Proc6d6 selon la revendication 24 dans lequel la rectification du 

repertoire est realisee par depletion des lymphocytes T specifiques 
d'antigenes impliques dans des pathologies. 

26. Methode selon la revendication 1 ou la revendication 3, pour 
Tadministration d'une population de lymphocytes T a un sujet, atteint ou 

15 susceptible d'etre atteint par une immunopathologie. 

27. Methode selon la revendication 26 dans laquelle le sujet a subi une 
greffe d'organe ou de cellules. 

28. M6thode selon la revendication 1 ou la revendication 3, pour 
Tadministration d'une population de lymphocytes T £ un sujet, atteint ou 

20 susceptible d'etre atteint de vieillissement du systeme immunitaire cellulaire. 
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